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几丁质酶:IT98C3C7C7>;是细菌+病毒+真菌等微生物+高等

植物和昆虫体内普遍合成的一种具有生物催化活性的水解酶

类& 它能特异地催化水解几丁质的 dP76>P糖苷键生成 BP乙酰

PeP氨基葡萄糖:BDX;& 几丁质酶因为具有水解几丁质破坏围

食膜的作用而被作为防治真菌病害和害虫的潜在靶标:蒋红彬

等63444Q9沙莉等693448;&几丁质酶能增强苏云金芽孢杆菌:/.;的

杀虫效果’有利于克服或延缓昆虫对 /.的抗性&

本实验应用细粉几丁质诱导培养出批量的 /.’从菌液中

分离提取 /.几丁质酶’ 研究不同浓度金属离子对其酶活力

的影响& 旨在揭示 /.几丁质酶的活力调控情况’以期为几丁

质酶作为靶标的新型生物杀虫剂的开发利用提供理论指导&

79999材料和方法

7C79999材料

苏 云 金 芽 孢 杆 菌:/&-,’’#F.1#$,%+,0%F,F;9\ /f:/.;为 福 建

农林大学生物农药与化学生物学教育部重点实验 室 自 行 分

离和保藏的菌株& 细粉几丁质为上海微纳科技有限公司的产

品*胶 体 几 丁 质 制 备 参 照 李 力 等:3444;的 方 法*eIDIP83 系

g1&$J&-,&产品*其它试剂均为国产分析纯&

7C39999方法

将 /.接 种 于 Z/ 培 养 基 中’849h活 化 7391’ 后 转 接 到

GV9fC3 产 酶 培 养 基 % 含 4C7i (̂ V3gj>+4C3k (B&8gj>+4C45k (

R +]j>)fV3j +4C45k (̂ T’+3C4k 细 粉 几 丁 质 和 7C4l酵 母 膏;

中’84(m恒温下’7f5($nJ,%往复式摇床振荡 f391’ 收集发酵

液& 离心去除菌体’取上清液’用 85kof4k 硫酸铵分级分离

和 eIDIP纤维素:eIP83;离子交换柱层析纯化’获得 /.几丁

质酶制剂& 酶活力的测定以 74k 9胶体几丁质为底物’ 在 4C59

JZ 的测活体系中 :含终浓度为 4C79J"’nZ9B&D-PVD-缓冲液

:GV95C=;’4C35k 胶体几丁质;’于 >39p恒温水浴中加入 34!!Z

酶液’准确反应 759J,%’加入 4C59JZ9B&jV94C59J"’nZ 终止反

应&离心’取上清液 4C59JZ’加入 4C59JZ9eB] 试剂’沸水浴中

煮沸 59J,%’ 在 /&-qJ&%9eWP=54分光光度计测定 je534 值&

以 BP乙酰氨基葡萄糖% BDX # 为产物对照&

39999结果和分析

3C79999正二价碱土金属离子对酶的效应

Z,]j>+B&3]j>+B&T’和 B&Bj8 等对 /.几丁质酶活力 没

有任何影响& 说明一价金属离子和 ]j>
3r+T’s和 Bj8

t等酸根

离子对酶活力没有效应& 以 R +T’3 和 T&T’3 为效应物’鉴定

R +3u 和 T&3u 对酶活力的影响& 结果:图 7;表明69R +3u 对 /.几

丁质酶有一定的激活作用’ 在浓度低于 39JJ"’nZ 激活作用

明显’可使酶 活 力 提 高 88v*浓 度 3?=9JJ"’nZ’R +3u 的 激 活

作用维持在恒定水平& T&3u 对酶的效应表现为抑制作用’随

着 T&3u 浓度增大’对酶的抑制逐渐加强’当浓度为 =9JJ"’nZ
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时!酶活力下降 $%&"

!’!""""正三价金属离子对酶的效应

用 ()*+$ 作效应物!在 %,-."//0+12 范围内研究正三价

金属离子 ()$3 对酶活力的影响" 实验结果4图 -5表明67()$3 对

酶活力有抑制作用!在 -!"//0+12 时!()$3 使几丁质酶酶活力

下降 89:.;"

!:$""""过渡金属离子对酶活力的影响

以 < =>?9#@=>?9#*A*+! 和 *0*+! 等无机盐为效应物!研

究过渡金属离子 @=!3#*0!3#*A!3 和 < =!3 对酶活力的影响" 实

验结果4图 -5表明!@=!3 和 *0!3 对 该 酶 有 不 同 程 度 的 激 活 作

用" 激活趋势有所不同!*0!3 的激活作用先达到最大值!然后

缓慢下降$@=!3 的激活则表现缓慢地加强" 而 < =!B和 *A!3 对

酶表现为抑制作用!< =!3 对酶的抑制作用强于 *A!3! 当浓度

达到 .7//0+12 时!酶活力分别降低 .%:-C和 9.:%D"

!:97777重金属离子对酶活力的影响

选择 EF*+!#GHIJ%$5! 和 *K>?9 为效应物!研究 EF!3#GH!3

和 *K!3 等重金属离子对酶活力的影响"结果4图 -5表明!EF!3#

GH!3 和 *K!3 对 LM几丁质酶的活性均有抑制作用" 其中 GH!3

的抑制作用最强!浓度只要 .:%7//0+12 就可以使酶活力完全

丧 失" *K!3 浓 度 需 要 高 达 -!7//0+12 才 能 使 酶 活 力 完 全 丧

失!导致酶活力完全丧失需要 *K!3 浓度是 GH!3 浓度的 !%倍"

EF!3 对 酶 活 力 也 有 明 显 的 抑 制 作 用 ! 当 EF!3 浓 度 为 !%%7

//0+12 时!可以使酶活力下降 9!N"

$O777讨论

正一价金属离子对 LM几丁质酶没有影响" 碱金属离子

在细胞内外都是常见的!细胞对这些离子浓度的变化有着严

密的调控机制!通过长期的进化!酶的结构与功能已适应 这

些离子浓度的变化4*P)=)MQ+:67!%%%5" 正二价碱土金属离子

中 < F!3 和 *Q!3 是许多酶的激活因子!但对几丁质酶!不同来

源的酶其影响不同"< F!3 和 *Q!3 对淡紫拟青霉和黄蓝状菌几

丁质酶有激活作用$ 而 < F!3 对豇豆几丁质

酶则起抑制作用" 本实验结果表明!< F!3 对

LM几丁质酶有激活作用! 而 *Q!3 对此酶则

有一定的抑制作用" 正三价金属离子对酶

影响的研究报道相对较少! 本实验用 ()*+$
为效应物! 研究了 ()$3 对几丁质酶活力的

影响! 表明 ()$3 对酶活力有一定的抑制作

用!此结果与链霉菌 >%- 菌株几丁质酶4杨

文博等67-RRS5所得到的结果一致"在研究过

渡金属离子对 LM几丁质酶的作用时发现!

@=!3 和 *0!3 对 几 丁 质 酶 有 激 活 作 用T 7*A!3

和 < =!3 对酶有不同程度的抑制作用" 在相

同的金属离子浓度下!< =!3 的抑制能力强!

*A!3 的抑制能力较弱" 重金属离子对酶一

般都有抑制作用! 它们常常可以使酶变性

而失活! 尤其是 GH!37和 EF!3 对酶具有很强

的 抑 制 能 力! 本 实 验 也 得 到 类 似 的 结 果"

EF!3 对来自豇豆和罗氏沼虾肝胰腺几丁质

酶 同 样 具 有 很 强 的 抑 制 作 用 4杨 文 博 等67

-RRS5"
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